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Nouveau medicament 
L'inventioii a pour objet m nouveau inedicamenL 

Hie vise igalement un precede pour le pr^parer^ son utilisation dans le Jutte 
5 contre h diff^renciation des fihrobldstes en adipocytes h partir desguels se forme la 
couche graisseuse dari5 1'organisme humain on aiiimal. 

11 est connu que la cascade d'oxydation de I'acide aracludonique ohez le$. 
mammiferes aboutit ii des metabolites dotit notamment 

- la IS-deoxy-A^^**"*- prostaglandine J2 ou PGJ2 sous Taction de la 
10 cyclooxyg^nase, 

. Tacide 12-hydroxy-6ico$atetra6D6yque ou 12-HETE sous Taction dc la 
lipoxygenase et 

- I'acide 1 1,12-epoxy-eiccsatrienoiquc ou 11,12-EET sous J'aotioh du 
cytocbrome P450 de J? ftmille CYP2C 

15. Uacidc 12'hydroxy-cicosatetraeiiolque existe sous fonne de deux 

sieieoisoraSres, a savoir 12(S)-HETE et 12(R)-HETE. 

faction de la .1 2-lipoxygenase foumit )a fome majeure a savotr le 12(S)-HETE. 
Le siereoisomcre 12(R)-HETE peut etre obtenu par reduction du 1 1 ,12-EET. 
11 est egalemenl coniiu que la PGJ2 e$t un ligand d'un recepteur nucleaire de la 
20 famille des Peroxisome Proliferator. Activated Receptors (P.P,A,R.s). La PGJ2 contrdle 
la differenciation des llbroblastes pr6-adipocytes c'est-a-dire la transfoxmation de ces 
. ceHuJes en adipocytes. Cette proslaglandine PGJ2 accelire la diff6renciation en question 
a des concentrations de 1 0'^ a 1 0'^ M, . 

Or, I'accumulation des adipocytes conduit a la formation de la couche graisseuse 
25 entre J'ipiderme el les structures sous-jacente$. , 

Oil rappelle i cet 6gard que la diJBereariciation des £broblastes en adipocytes $e 
traduil par la transformation des premiers qui sont des cellules longilignes d^pourvues 
de globules lipidiques en cellules ties arrondies, }es adipocytes, qui accumulent de 
grandes quantiiis de lipides, notamment des triglycerides dans des globules, dont la 
30 masse peut atteindre 90% du volume cetlulaire. 

Ce phdnomene est observable au microscope. 

Or, la Societe Deraanderesse a le m^rite d'avoir trouve que paimi les nombreux 
metabolites auxquels conduit la cascade oxydative de I'acide aracbidonique^ le 12- 
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HETE et it 1 1 J2-EET identifies plus haut, sont capables d'inhiber la differenciation dfes 
fibroblastes en adipocytes, 

Ces deux metabolites constituent done des medicaments en ce sens quSls 
restauient, cOTrigeni ou modiiieftt le$ fooctions organiques de Tfetre humain. 
5 Et rinvention a pour objet, par voie de consiquence, un medicament caracterise 

par le fait qu'IJ cojnporte en tant que substance active une quantite efiicace d'au moim 
I'm des metabolites du groupe comprenant le 12-HETE et le 1] ,1 2-EET, 

Bile a plus particiiiierement pour objet un medicament capable d'inhiber la 
diff(^ienciatioh de fibroblastes en adipocytes caracterisd par le fait qull comporte en tant 
] 0 que sub^nce active une quantity eiScace d'au moins Tun des acides Il'-HETE et 11^12- 
EET. 

On designe .par quantity efficace une quantity d'au moins l^Jn des acides 12- 
HETE et ]1,12-£BT au moins egjate a celle a partir de laquelle elle est capable.de 
restaurer. corriger ou modifier au moins une fonction organique chez I'homme ou chez 
1 5 i'animal et notamment d'inhiber )a differenciation des fibroblastes en adipocytes. 

L'invention, de par J'inhibition de la differenciation des fibroblastes eh 
adipocytes par mise en o^uvre des metabolites! 2-HETE et 11,12-EET, peiriiet de lutter 
contr^ le d^veioppement inconsid^r^ des couches graisseuses dont il a ete question, ci- 
dessus et, partant, contre rinstaJlation dans ToTganisme de certalnes foTines d^obesite: 
20 Les metabolites 1 2-HETE et 1 1,12-EET sont disponibles dans le commerce. 

Us sont en effet commercialises par la Societe CAYMAN CHEMICAL (1 180 E. 
Ellsworth road, Ann ARBOR, Mi 4&i08 USA) sous jes manjues de labrique J2(K)- 
HETE, 1 2(S)-HETB et (±)] l{12)-EpEtrE. 

II est egaJement possible de les extraire de I'algue rouge Chondrus Crispus par 
25 mise en ceuvre du procede objet de. la demande de brevet, deposee par la Societe 
Demand^esse a ja meme date que la prSsente demande sous le titre 
"Proc^^ de preparation d'acides gras polyinsatures libres et leurs metabolites 
d'oxydation" 

Ce procdde consiste essentiellement S fairc agir sur I'ajgue une mol6cule 
30 stimulant ses defenses naturelles de fa^on i provoquer la. production, entre autres, di3 
12-HETE et du 1 3,12 EET pins k les extraire, apres environ 6 i 12 heures, par mise en 
oiuvrc d'un procede chimique d*extraction applique au substral constitue par I'algue. 
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La propriete d'inhiber ia difftrenciation des fibrobl'astcs en adipocytes que 
presentent les metabolites 12-HEtE et de 1 1,12BET a- ete demontrte par les essais in 
vitro d^crits ci-apres. 

Pour ces essais in vitro, on a utilise les lignies adipocytaires murines 3T3- 
5 F442AetBCF 115. 

De plus» des cellules provenan! de tissus gras buinains $uite a des inteiventions 
chirurgicales necessitant leur ablation ont 616 uu]is6es, Les tissvts preleves sont collectcs 
sur un lit de glace et trait^s immddiatement au laboratoiie. La .culture cellulaire consiste 
. en uii melange de celli^es pre-adipocytaires et adipocytaires deja difT^entiees, 
10 Les lignees prdadjpocytaires 3T3-F442A (lignec commerciale) et BFC115 

(provenance Claude Forest INSERM, St, Peres Paris V) sont cultjvees jusqu'a la 
confluence dans du milieu de Eagie modifie par DubeJco (UMElvl) (Gibco) en presence 
de 5% de serum de veau nouveau-ne et de 5% de serum de veau foetal (Gibco), 

A pailir de la confluence, les ceJluJes sont cultivtes dans un milieu 
15 diiTerenciateur (DMEM avec 10% de serum de veau foetal et 20nM d'insuline) en 
presence ou non de5 metabolites a tester. 

Le milieu est renouvel^ lous les 2 ou 3 jours. 

La differenciation des cellules est evalufe soit par des criifires morphologiques 
(cellules tres arrondies ayant accuraul^ de grosses vacuoles lipidiques) soit en mesurant 
20 la quantite- moyerme de tricJycerides par cellule {rapport de la quantite de triglyceride 
par boiie sur la quantite de proteine par boite), Dans les conditions de culture standard, 
en 8 jours, 90% des preadipocytes sont differencies en adipocytes. 

Pour montrer par l^examen moiphologique direct la difTerenciaiion des 
fibrobJastes en adipocytes en presence ou non des metabolites 12-HETE et/ou 11,12- 
25 EETonaprocedecommesuit. 

On traite les cellules 3T3-F442A 4 partir de ia confluence avec ces metabolites, 
. Le traitemejit a ete renouvele tous les 2 ou 3 jours pendant tout le processus de 
difFerencialion, Le niveau dc.differenciation des cellules a ^te ^alue par observation au 
microscope pliotonique avec un grossissement de 200 fois (voir les photos monirtes aux 

30 figujesFIGlA,FIGlAj.FlGlBeiFIGlBO. 

La photo representee a la figure 1 A montre des cellules qui n'ont pas 6x6 mi^ 
en presence du metabolite utilis6 conformement a invention alors que celle representee 
^ la figure 1 Ai montre les cellules qui ont 6i6 trajttes a confluence par lO\xM de 12(R)- 
• HETE. 
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La photo represratee a la figure IB montre les cellules qui ont ete tiaitees a 
confluence par lOOp^M d'acide arachidonique et ccUc representee a la figure IBj les 
cellules trailees a confluence par 100 jiM d'acide arachidonique ei par lO^M de 12(R> 
HFTE.. . 

5 L'examen des figures lA el IB montre Une forte difftrenciation chez les cellules 

non tiaitees (les vacuoles lipidiques apparaissent refringentes en blanc, figure 1 A). 

L'acfde arachidonique augmente la quanlite de cellules differenciees en 
. adipocytes (figure IB), 

Lorsquc le processus de djffirenciation a lieu en presence de 10>iM de \2(^y 
10 HfiTE, le$ cellules apparaissent^ 7 jours plus tard, fusifornies et avec tres peu. 
globules lipidiques (figure 1 A]) ec ceci inSme en pr^s^-e d'acide arachidonique C^^gure 
1 Bj) qui favorite la diif^rcDciatioiL . 

Cet aspect des cellules .est caractdristique de cellules non di£ferenci£es.' 
Les cellules sont lavees au tampon phosphate PBS (Sigma), rdcuperees du fonld 
15 de la boite de Petri par grattage a U spafule, fragmentees aux uhra-sons (2 secondes) 
puis centrifugees it lO.OOOg pendant 20 minutes. 

• Ji> .^imageant de-centriftigation est pr^leve pour analyse d&si triacylgtyceridei; 
(TAG), 

Pour determiner la quantity moyenne de triclyc^des par celhde i ri$$ue des 
20 susdites experiences, on a utilise, comme mefhode de dosage, un test colorimetrique 
enzymatique automatise (Methode Roche) qui repo&e sur les travaux de WahJefeld 
(WahJefeld and Bergmeyer (eds). Methods of Enzymatic Analysis. 2 second edition. 
New York Academic Press Inc. 1 974: 1 831 ). 

Les cellules pre-adipocytaires 3T3-F442A ont irait^es a partir de la 
25 confluence par le 12(R)-HETE (lOfiM), le I2(S)-HETE (10 \M), le 1J,12<EET(10 fiM) 
et par la AlS-deoxyprostaglandine J2 (10 faM^ A 1 5-deoxyPGJ2) en presence ou non de 
lOjiM de 12(R)-HBTE. La dififerenciation des cellules a ete evaJuee apres 7 jours en 
mesurant conune indiqu^ plus haul, la quantity de tiiacylglycerides accuiDUl&e par 
de proiemc. 

30 Les donnas ainsi obtaiues, rdunies dans le tableau I, illustrent les efifets des 

stereoisomeres (S) et (R) du 12-HETE, du 11J2-EET et de la 15-deoxyPGJ2 sur la 
difftrenciation des cellules de la lign^e 3T3 F442A. 
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TABLEAl 


UI 


Traitement des cellules 
3T3 F442A 


TRIACYLGLYCERIDES . 
(ttg/cngprotcinc) 


ContrSle (pas detraitement) 


0.16 


12(R)-HETE00hN0 


. 0,04. 


12(S)-HErE(]0fJ^) 


0,07 


Il,J2-EEr(10 \>M) 




15-deoxyPGJ2 (10 ^M) 


0,52 


15-deoxyPGJ2<'10 (oN^ 

plus 

I2(R)-HETE (10 mM) 


0^2 



5 A Texamej) des donn^es reunies dans le tableau I, il apparali 

. -que les d&xx ster^oisomeres (S) et (R) du 12-HETE ci Ic Il;l2-EET, & unc 
. concexjtration de 1 0 juM, inhibent foitement la difif^rcnciation des cellules^ 

- que la capache du 12(R)-HETE a inhibex la difftrenciation est sup^rieure k 
celje du 12(S)-HETE pour des coneentrations identiques et 
•V .^Q que lOpM de 12(R>HBTE inhibent d'raviron 40% difF^rcDriiaiion imliite 

par la AlS-deoxy-protaglandine J2 (PGJ2), Tinducleur naturel ie plus puissant de la 
diflKrenciation adipocytaire. 

On a egalemerit etudie Tinfluence de la concentration en metabolites utilises 
confoimemejxt a J'jDvention des soJutions mines' m o^vre pour inhiber la difT^enciation 
15 des fibroblastes en adipocytes. 

Pour ce faire, on a traite des fibroblastes ou cellules preadipocytaircs 373- 
F442A a partir de Ikl coxiHucjiCc par.'diff6renies concentration:* aui I2(R)-HETI2. La 
diiferenciation des cellules a ete evaluie apr^s 7 jour$ en mesurant la quantity de 
triacylglycerides (TAG) accumulee par mg de proteine (prot). 
20 Les concentrations jnises en ceuvre etaient de 5pM, de lOfiM et de SOpm. 

Sur le graphi()ue de la figure 2, on a represent^ la variation, en % par rapport au 
contrfiJe, de la concentraiion en TAG (iriacylgiyc^ridcs) accumules par mg de protdinc 
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cellulaire en fonction de ia concentration des solulions a base de 12(R)-HETE mises en 
oeuvre. 

X'examen de la figure 2 permet de constater que, lorsque la concentration e]d 
12(R)-HETE augmente de 5nM & 30nM, la concentration cn TAG 4es adipocytes, 
S expriro^e en % par rapport au contr6le (contr61e seul : 100%) dimmue d'^viion 85% a 
environ 55%. 

On ai cgalement montri que la propriete d*inhiber la diffcrenciatioa des 
fibroblastes en adipocytes etait bien attadiee de fa^n suipreaiante et inattendue aux 
deux metabolites selectipnnes conformemebi i I'invemion. 
10 Pour ce faire^ oii a traite a la concentration de lOfiM des cellules 

preadipocytaires de ia lign^e BFC-115 (lignee murine independante de 3T3 F442A) a 
parlir de la confluence par les metaboliies s6lectionn&g selon Tinvention 

12(R>HETE 
J2(S>HETE 

15- •11,12-EET 

el par Tacide arachidonique qui favorise la difTerenciation. 

Au bout de 7 jour^ on a mesurfi la quantite moyenne de triacyjglyceridcs 
accumuI6e par cellule et on a obtenu les resuliats suivants, reunis dans le tableau 11, ces 
resultats montrant les effets des st^r^oisomeres (S) et (R) du 12-HETE, du 1 1,12-EET et 

20 de Tacide arachidonique sur la differenciaiion des cellules de ia lignee BFC-1 1 5» 

Les cellules pr^-adipocyiaires BFC-1 15 ont ete traitees a partir de la confluence 
par le 12(R)-HErE (lOpM), je 12(S)'HETE (10 fiM), le li,12-EET (.10 jiM) el par V 
acide arachidonique AA (lOOpM). La differenciaiion des cellules a ete ^ajude apres 7 
jours en mesurant la quantite de triacylglyc^rides accumuliie par nag de proteine. 

25 Tableau 11 



M^boljte ou acide gras mis 
en oeuvre 


Quantity dc TAG en ^gfmg 
de j;xot6iac 


Contr6Ie 


= 0,45 


12(R)-HETE(10>iM) 


= 0,17 


l2(S)-HETE.(l0^lM) 


= 0^8 


11,12>EET(10^iM) 


= o;22 


. AA(IOOmM) 


= 0,55 
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A I'examen des vdeurs i^unies dans le tableau U, oji constate que : 

les stireoisomeres (R) et (S) du 12-HETE et Ic n,12-EET a une 
concentration de ] 0 inhibent d'envixon 40% la differenciation des 
pre-adipocytes de la lign^e murine BFCl 1 5j 
5 . - I *acide arachidonique lavorise bien la diff<^^ciaiion (figure 1 B), 

On a cgalement dixctmtji6 que Ic taux residue! de 12(R)-HETE, |»:esent & une 
concentration de lO^M dans le milieu de culture des cellules 3T3-F442A difiTerenciees, 
apfes 6h et 1 8h d*incubatioh est respectivem^t de 85% et 2,3%* 

I^s quantity r&iduc3le$ de 1 2(R)-HETE ont ae analysees par LC-MS- 
10 Les conclusions qii'il est permis de lirer de cet ^lal de chose$, sont que le 

mitabolite penetre bien dans les cellules, 

Trols experiences avec des cellules de lissus adipeux humain montrent que les 
metabolites selectionnes confomi6n)eiit a rinvention^ mis en oeuvre a une. concentration 
' de lOpM, j'nhibent de 50% TaccumulatiOD des triglycerides, mesuree dans, une culture 
15 de cellules cultivees en mfljeu prq differenciateur et comparee a une culture traitee par 
le 1 2(R)-HETE et le IIJ 2.EET. 

La toxicity ^ventuelle des metabolites selecuonnfe conformement a rinvention a 
egaleroeni €i€ etudiee. 

A. ceUe fzn, plusieurs nnarqueurs de toxicite cellulaire ont ^t^ mesures apres S. 
20 jours de traitement, ^ savoir 

- lenombrede cellules, 

- la morphoiogie des cellules _ — 

- I'activite LDH (lactate dehydrogenase) dans !e milieu .de culture^ t^moin 
d'une penneabilisatioi] des membranes. 

25 - la fiagmentatfon du noyau par coloration de "Hoesch", qui est un marqueur 

de I'apoptose et qui est d^cjit dans Leukemia, 15, 1572-81. Plenchette^ 
Moutel M,, Benguella N'Gondara J. Guign^ F., Coffe Corcos L., 
Bettaieb A. and Solaiy E., (2001 ). 
Aucun de ces marqueurs ne repond posUivement pour des concentrations en 
30 12(R>HETEde30HM. 

En ce qui conceme ]a posologie et.Jes formes pharmaceutiques d^administration 
pouvant eti^ retenues pour Jes medicamenis constifues de ou a base des metabolites 
selectionnfe conformement a Tinvention on notera ce qui suit. 
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A titre d'exemples non limitatifs mais correspondant a des modes de realisation 
avantageux, on indique ci-apres ]es compositions de quelqaes formulations 
pharaiaceutiques, du type design^ par Texpicssioii Over The Counter (QTC) 
pharmaceutiques^ d^mocosmetiques, cosm6tiques, et/ou nutraceutiques k savoir celies : 

' d'unecreme, 

- d^un gel pour applicatioji locale^ 

- d*une g^lule, 

- d'un patch. 

1- Composition d^'une creme conforme ^ Tinvention : 



£au ddmin^raJisee 


69,50 % 


Glycerine 


5,00 % 


Acrylate 


0,20 % 


12-HETE 


. 0,20 % 


PEGlOOstearaie 


A,OQ% 


Aicool ceiearyljque 


2,00 % 


Conservateur 


1,00% 


PEG 40 siearale 


4,00% . 


Acdtate de vitamine £ 


0,50% 


C12-15alkylben2oaic 


6,50% 


Capryjic / cajaic triglycerides 


5,50% 


Soude 


1.60% 




100,00% 



2- Composition d'un ge] pour application et massage local destine au traitement 
symptomatique des surcharges adipeuses sous-cutandes localisees : 

Composition pour 100 g : 

^ 12^HETE 5 g 

Excipients : esters d'acjdes gras, isopropanol, polymere carboxyvinylique, 
diethanolamine, essences naiurelles deterpen^es, conservateur parahydroxybenzoate, 4- 
hydroxybenzoic acid methyj ester. 
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3' Composition d'unegelule 4 20 mg : 

Composition gdlule a 20 mg : . 

5 - 12-HETE.»;...,v ^Omg 

Excipients : lactose anbydre, stearate de magnesium, 

Enveloppe des gelules : gelatine, dioxyde de titane (E171)» dioxyde de silicone, 
lauryl sulfate de sodium^ cannin d^mdigo (E 132), 

10 4' Composition d'un patch dermo-cositi Clique destin6 a afTiner la silhouette : 

Coropbsilioji ; • . ' ' 

. - Extrait de fijcus 3,00% " • . 

15 ^I2.HBTE ' 2,00% 

- Vitamine C palmitate ],00% 

- Melange de lipides polaires OJ 5 % 
T Palmitate deviiairiine A 0,10% 

- Extrait de Centella asiatica 3,75% 

20 

Filju support : polyurethanej release liner : polyester. 

Patch de dimension 4 x 3,5 cm et d'epaisseur 8,S mm comme par exempie? ceux 
developp^s par la Soci6te Laboratoires LAVIPHARM Paris. 

25 La posologie, notamment en rapport avec ies susdites formes phannaceutiques. 

Over The Counter (OTC) pharmaceutiques, dermophannaceutiques, cosm^tiques et/ou 
nulraceutique est avantageusement comme suit : 

- 4?.p,s le CPS rtes cr4n?es. gels et fsprays en pr^voU 2 c 2 SQSpiicslic:::^ cc-riccntrdss 
30 sur les surcharges adipeuses squs-cutanees localisees par jow, la duree de 

tiaitement est d'environ 5 semaines, 

- dans le cas de gelules on administre 1 a 4 gdlules par joxir pow un adiiite. 
dans ie cas des patchs^ le patch est applique tous les Jours (ou tous les soirs) 

pendant au moins 1 jtiojs sur Jes zones concemis sans stopper ie traitement avant 1 
35 mois. 
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REVENDICATJONS 
1 , Medicament caracteris^ par le fait qull coitqM:»ite en tant C)ue substance active 
une quantity efficace d'au moins I'un des metabolites du groupe comprenant le I2-HETE 
• etlell,12-EET. 

5 2. Medicament capable d'inhiber la difTdrenciation de fibroblastes en adipocytes 

caracteiisd par )e fait qu'il compoiie en larit que substance active une quantity efficace 
d'au moin^ Tun des acides 12-HETE et J 1,12'EEr. 

3, Medicament selon Tune des revendications 1 el 2 caracteris£ par te fait qull se 
pr^nte sous la forme d'une creme, d'un gel pour application locale, d'une geMe, d*un 

10 patch. 



11 



ABRBGE 

Medicament caracterisi par le fait qu*il comporte en issA que $ubstantie active 
uoe quantite efficacy d'ai^moins I'un d«s metabolites du groupe coraprenant le 12-H£T£ 
etlcn.l2-EET. 



